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から、① Vemurafenib処理により CD63の平均分子量が増加する、 ② Vemurafenib処理によ
り細胞膜上の CD63 量が増加する、という 2 つの結果を得ていた。これらのことより、
Vemurafenib処理が誘導するメラノーマ細胞の CD63平均分子量の増加と細胞膜上の CD63量
の増加が、糖鎖修飾系の変化を介していると考えた。そこで、CD63 が BRAF 変異メラノー
マの Vemurafenib耐性に関わると仮説を立て、Vemurafenib耐性における CD63の役割を明ら
かにすることを目的として研究を行った。 











メラノーマ細胞の Vemurafenib耐性は CD63発現量と逆相関する 
 ヒトメラノーマ細胞株４株 (A375、HT-144、G361、SK-MEL28) を用い、Vemurafenib耐性
と CD63発現量に相関関係があるのか検討した。CD63のタンパク質量は、 A375細胞では他






 ヒト CD63 (hCD63)-Flag を安定発現する A375細胞と mock 細胞を樹立し、Vemurafenib存











なかった。次に、糖鎖付加部位変異型 hCD63 (AAA) –Flagを安定発現する A375細胞を作製
し、hCD63-Flag (以下、これを天然型 (WT)) あるいは  hCD63 (AAA)-Flag 発現細胞を
Vemurafenib存在下あるいは非存在下で培養した。WBの結果、薬剤処理により、hCD63 (WT) 
–Flagの分子量増加が観察された一方、hCD63 (AAA) -Flagの変化は認められなかった。さら





(WT) –Flagおよび hCD63 (AAA) -Flag発現細胞の細胞表面ビオチン化実験を行った。その結
果、薬剤処理により、細胞膜 hCD63 (WT) –Flagの量は対照処理に比べ平均で 2.5 倍増加した




















グリカン Syndecan-4 (SDC4) と CD63のキメラ分子を作成し、薬剤処理せずに CD63を細胞膜
へ誘導して、その発現が細胞増殖に与える影響を解析した。ヒト SDC4 のエクトドメインお
よび細胞膜貫通部位から構成される Syndecan-4断片 (SDC4 ET) あるいは SDC4 ETと CD63
のキメラ分子 (SDC4 ET-CD63) をそれぞれ安定発現するメラノーマ細胞を作製した。抗
SDC4抗体を用いた免疫染色により、薬剤非存在下で、それぞれの導入タンパク質の細胞膜上
での局在が検出された。細胞増殖に与える影響について解析したところ、薬剤非存在下にお
いて、SDC4 ET 発現細胞では、対照細胞と同程度の細胞増殖が観察されたが、SDC4 ET –CD63
発現細胞では対照細胞の 25%~30%低下した。このことは、融合した hCD63 が機能的な分子
として細胞増殖に対して負に働いていることが予想された。また、β3GNT-2 発現抑制により













Resistant 細胞での低い CD63 量が細胞増殖を促進させる原因の 1 つと考え、Resistant 細胞で
の CD63の発現増加が細胞増殖に与える影響について検討した。Resistant細胞に hCD63-Flag 
(WT) cDNA あるいはベクターを導入し、これらの細胞での細胞増殖能について検討した結果、
hCD63–Flag (WT) 発現 Resistant細胞では、対照細胞に比べ、低い細胞増殖を示した。これら
のことから、Resistant細胞で観察された CD63量の減少は Vemurafenib耐性細胞の細胞増殖を




















Vemurafenib の薬剤耐性克服にテトラスパニン CD63 が重要な役割を持つことを明
らかにした。具体的には、① Vemurafenib 処理により糖鎖付加酵素3GN T-2 の発
現が亢進し、CD63上のポリラクトサミン鎖が増加した結果分子量が増大し、細胞膜
上の CD63量が増加すること、② Vemurafenib耐性株は、感受性株に比べて細胞膜
上の CD63 量が減少しており、Vemurafenib 耐性と細胞膜上の CD63 量は逆相関す
ること、③ CD63 の過剰発現によりメラノーマ細胞の増殖が抑制され、耐性株で過
剰発現は Vemurafenib 存在下での生存細胞数を著しく低下させることを見出した。
本研究より、悪性腫瘍メラノーマの抗がん剤処理により生じる糖鎖構造の変化が、薬
剤の感受性に影響を与えることが判明し、薬剤耐性防止に細胞膜上に存在するタンパ
ク質の糖鎖修飾をターゲットにすることの有用性が示された。今後治療への発展も期
待し得る生命科学の研究として高い価値を有すると考えられる。 
本審査での発表と質疑応答も適切であり、研究者としての基本的な資質を有すると判
断できる。以上のことから、本申請論文は博士学位授与に値すると考えられる。 
